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II a en effet maintenant pu etre demontre que des pa- 
tients atteints de differentes maladies cancereuses pre- 
sentaient des taux augmentes d'ADN dans le plasma sanguin. 
La methode de diagnostic selon 1' invention est done basee 
sur la detection de mutations geniques dans cet ADN plas- 
mique, la plasma sanguin etant un materiau humain beaucoup 
plus facilement accessible que des biopsies de tumeurs par 
exemple. Ainsi, des mutations d'oncogenes sent frequemment 
mises en evidence dans de nombreux types de tumeurs 
malignes, et parmi elles les mutations du gene ras sent 
particulierement signif icatives . Toutefois, la methode 
peut s'appliquer a n'importe quelle modification genique 
propre a 1 1 ADN de cellules cancereuses, telles les muta- 
tions ou deletions de genes ras, APC, DCC, P53, etc. ou de 
n'importe quel oncogene ou antioncogene (gene de suppres- 
sion de tumeurs) ou encore les modifications de microsa- 
tellites. On a meme observe que differentes mutations des 
genes ras detectees dans 1 ' ADN du plasma sanguin pouvaient 
etre absentes dans 1 'ADN des cellules sanguines periphe- 
riques ou dans le cas de certains patients leucemiques de 
la moelle osseuse, ce qui tend a confirmer la plus grande 
fiabilite de la methode selon 1' invention en comparison 
avec les methodes de diagnostic connues. 

D'une maniere generale, la methode de diagnostic selon 
1* invention consiste a extraire 1 'ADN du plasma sanguin, a 
purifier et amplifier cet ADN, puis a determiner les muta- 
tions ou deletions geniques dans celui-ci, ceci en prin- 
cipe de maniere comparative entre le plasma sanguin d'une 
personne presumee raalade et celui de personnes en bonne 
sante. 
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La portee de la presente invention s'etend a toute 
technique d 1 extraction, purification et amplification 
d' AON du plasma sanguin; de meme, n'importe quelle methode 
de determination des mutations geniques peut etre utili- 



see 



La methode de diagnostic selon 1' invention sera main- 
tenant illustree plus en details en reference aux deux 

exemples qui suivent : 



Exemple 1 : D «gnostic du cancer du colon par detection de 
mutations du gene K-ras. 
Dans cette premiere application de la methode selon 
1' invention, on a utilise la determination de mutations 
dans le codon 12 des genes K-ras contenus dans des adeno- 
carcinomes du colon. Ces mutations apparaissent generale- 
ment lors de la transition du stade adenome I en adenome 
II, avant la deletion ou la mutation du gene P53, c'est-a- 
dire relativement tot dans Involution de la tumeur. 

Des echantillons de sang (20-30 ml) de 15 patients 
presentant differents stades d'adenocarcinome colorectal 
ont ete preleves sur heparine, ces patients n'ayant recu 
durant cette periode aucun medicament anti-cancereux . 
Treize des 15 patients ont ensuite subi une ablation chi- 
rurgicale de la tumeur; de meme, on a egalement preleve 
environ 400 ml de sang au total sur des personnes saines 
afin d'en isoler I'adn du plasma. 

L'ADN a ete extrait des tumeurs et des cellules san- 
guines selon des techniques usuelles bien connues. 

Quant a l'extraction de I'ADN du plasma sanguin, elle 
peut etre effectuee de la maniere suivante : le plasma est 
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d'abord soumis a des traitements par du phenol, de 1'ether 
et du choloroforme. Apres dialyse centre la SSC (chlorure 
de sodium 0,13 M, citrate de trisodium 0,015M), on fait 
passer le produit a travers une colonne Concanavali ne 
A-Sepharose afin d'eliminer l es polysaccharides, puis on 
le centrifuge dans un gradient de Cs 2 S0 4 . 

L'ADN ainsi extrait et purifie (10 a 100ng) a ensuite 
ete soumis a une amplification par PGR du premier exon du 
gene K-ras dans un volume de 100^1. 

Les amplimers etaient le 
5 1 -GACTGAATATAAACTTGTGGTAGT-3 1 et le 
5 ' -CTATTGTTGGATCATATTCGTCC-3 ' . 

Les amplifications ont ete effectuees dans un tampon 
contenant 50 mM de KC1, 1 0 mM de Tri S - M ci a pH 0,3, 200mM 
de chague nucleotide, 1 , 8 mM de MgCl 2 , 0,2uM de chaque 
precurseur et 2,5 unites de "AmpliTaq" ADN polymerase. 35 
cycles ont ete realises pour 1'adn des tumeurs et des cel- 
lules sanguines et 45 cycles pour 1 ' ADN du plasma" <94»C 
pendant 1 min. , 59°C pendant 1,5 min., 72»C pendant 1 
min -' 16 dernier c * cle ^nt prolonge de 7 min. a 7 2°C). 

En ce qui concerne la detection des mutations , elle 
peut etre effectuee par n'importe quelle methode connue et 
appropriee. Dans le present exemple, elle a ete realisee 
de deux manieres differentes pour chaque echantillon 
teste. 

(a) Hybridisation de produits PGR avec sondes oligonu- 
cleotides specif iques. aux mutations (selon Verlaan de 
Vries et al., Gene 50, 313-320, 1986): 

Les produits PGR ont ete disposes en quantites egales 
sur des membranes "Zeta-probe" (Bio-Rad, Hercules, CA) et 
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hybridisees avec les oligonucleotides specifiques pour des 
K-ras mutants ou sauvages. Les oligonucleotides etaient 
marques avec 32P ddATP (Amersham, GB). Afin de separer les 
hybrides parfaits des "mismatchs", le lavage final des 
membranes a ete effectue dans une solution contenant du 
chlorure de tetramethylamonnium 3M, 50 mM de Tris-HCl a pH 
8,0 et 0,2 mM EDTA et 0,1 % SDS a 58 e C pendant 1 heure. 

(b) Amplification PCR avec amplimers specifiques de 
mutations ponctuelles ou amplification PCR pour alleles 
specifiques (PASA) (selon Sommer et al, Biotechnique 12, 
82-87, 1992): 

Dans cette methode plus sensible, l'ADN est soumis-a 
une amplification PCR avec des amplimers complementaires 
aux sequences normales GLY ou mutees ALA, VAL, SER, ASP ou 
CYS. Les amplimers specifiques aux mutations ont des ter- 
minaisons 3 ' complementaires aux mutations au point speci- 
fiques. L ' enzyme Taq I polymerase (Perkin-Elmer Cetus, 
CH), n'a pas d'activite exonucleasique en 3' et est done 
incapable d'amplifier l'ADN si le mismatch d'une seule 
base est situe a la terminaison 3' de l'amplimer. 

Chaque PCR a ete effectue dans un volume de 40ul d'une 
solution contenant 50 mM de KC1, 1 0 mM de Tris-HCl a P H 
8,3, 2 mM de chaque nucleotide, 0,7 mM MgC12, 0,2 mM de 
chaque precurseur et 1 unite de "AmpliTaq" ADN polymerase. 
Trente-cinq cycles ont ete effectues (94°C pendant 1 min., 
recuit a 55-62°C pendant 2 min., extension a 72°C pendant 
1 min,). Le dernier cycle a ete etendu de 7 min. a 72°C 
Chaque reaction a ete amorcee avec la technique "hot- 
start". Les amplimers utilises etaient les suivants : 
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5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG-3 ' pour le K-ras sauvage (re- 
naturation a 55 °C) , 5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGC-3 ' pour le 
mutant ALA 12 (renaturation a 62°C), 

5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGT-3 ' pour le mutant VAL 12 (renatu- 
ration a 61 °C), 5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTA-3 ' pour le mutant 
SER 12 (renaturation a 59 °C), 5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGA-3 ' 
pour le mutant ASP 12 (renaturation a. 60°C), 
5 1 - ACTTGTGGTAGTTGGAGCTT- 3 ' pour le mutant CYS 12 (renatu- 
ration a 59 °C) et dans chaque cas l'amplimer "antisense" 
5 ' -CTATTGTTGGATCATATTCGTCC- 3 * . 

Apres amplification, les produits de la reaction ont 
ete analyses par electrophorese dans un gel de polyacryla- 
mide 0,8 %. 

En utilisant la premiere technique (a) decrite ci- 
dessus, il s'est avere qu'il n'etait pas possible de 
mettre en evidence les memes mutations dans l'ADN du plas- 
ma que celles detectees dans l'ADN des tumeurs prelevees 
(GLY en VAL, GYS en ALA); cette technique ne semble pou- 
voir etre appliquee ici que si environ 10 % au moins de 
l'ADN total presente une mutation ponctuelle. Par contre, 
les mutations precitees ont pu etre identifies dans l'ADN 
du plasma avec la seconde technique (b) decrite precedem- 
ment; il apparait que cette technique permet d' identifier 
les mutations dans un echantillon d'ADN du plasma melange 
avec un exces de 10 4 a 10 5 d'ADN normal non mute. D ' autre 
part, avec la meme technique, il n'a pas ete possible de 
detecter les memes mutations sur les echantillons d'ADN de 
cellules sanguine. 

Enfin, tous les echantillons de controle provenant de 
personnes en bonne sante se sont reveles negatifs, c'est- 
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a-dire ne presentant pas de mutations de 1 ' ADN du plasma. 

Exemple 2 : Diagnostic de cancers dus a des desordres 

myeloides par detection de mutations du gene 
N-ras . 

On sait gu'une predominance de mutations N-ras ont ete 
observes dans 1 'ADN de la moelle osseuse de patients pre- 
sentant un syndrome myelodysplasique (MDS) ou une leucemie 
myeloblastique aigue (AML) . 

On a preleve 20 a 30 ml de sang sur dix patients at- 
teints de AML ou MDS, ce sang etant recueilli sur heparine 
et centrifuge sur gradient "Ficoll Hipaque" (Pharmacia, 
SE). On a egalement preleve 400 ml de sang sur des per- 
sonnes saines. L ' interphase contenant des cellules mononu- 
cleates a ete recueilli et utilise pour 1' extraction de 
1 'ADN des cellules sanguines. La phase superieure a ete 
centrifugee a 2500 G pendant 15 minutes, et le surnagent a 
ete utilise pour 1' extraction de 1 1 ADN du plasma. De plus, 
quelques echantillons de moelle osseuse des memes patients 
ont ete preleves pour analyse de controle. 

L'adn des cellules sanguines et de la moelle a ete 
isole par traitement a la Proteinase K (Merck, DE) en pre- 
sence de SDS, puis extraction au phenol, precipitation a 
l'ethanol et gradient de Cs 2 S0 4 . L'ADN du plasma a ete ex- 
trait comme decrit dans l'exemple 1. 

L'ADN (10-100 ng) a ete amplifie dans un volume de 
lOOul. Les amplimers utilises (Oncogene Science, NY, USA) 
etaient 5 ' -GACTGAGTACAAACTGGTGG-3 ' et 

5 ' -CTCTATGGTGGGATCATATT-3 ' pour le premier exon du gene N- 
ras. Les amplifications ont ete effectuees dans un 
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"Thermo-Cycler 480" automatigue (Perkin-Elmer Cetus, CH) 
dans les memes conditions que celles de l'Exemple 1 
Cheque cycle consistait en une etape de denaturation a 
94«C pendant 1 minute, une renaturation (a 51 °c P ourN-ra S ) 
pendant 1,5 minutes et une extension d'une minute a 72'C 
avec un troisieme segment d' extension de 5 secondes par 
cycle. Le dernier cycle a ete suivi par une extension de 7 
minutes a 72'C. Les produits de 1" amplification (109 np) 
ont ete analyses par electrophone dans du gel polyacry- 
lamide 0,8%. 

Les deux memes methodes de detection des mutations gue 
dans 1 -Example 1 ont ete employees. Dans la seconde tech- 
nique (b), on a utilise comme amplimers pour N-ras 
-CTGGTGGTGGTTGGAGCAGA-3 ' pour le mutant ASP 12 
-GGTGGTGGTTGGAGCAGGTT-3 1 pour le mutant CYS 1 3 ' et 
-CTCTATGGTGGGATCATATT-3 1 comme amplimer "antisense" 

Les resultats des analyses obtenus permettent de 
confirmer que 1'adn des patients malades presentait une ou 
Plusieurs mutations du codon 12 (GLY en CYS ou en ASP) ou 
du codon 13 (GLY en CYS) du gene N-ras, alors que toutes 
ces mutations n'ont pas pu etre identifies dans 1 ' ADN des 
cellules sanguines, ni meme dans celui de la moelle os- 
seuse. 

Ainsi, ii ressorfc des deux exemples illustrat . fs c ._ 
dessus que 1' analyse de 1 ' ADN du plasma sanguin peut 
constxtuer une methode de diagnostic et du suivi de Invo- 
lution d'une maladie cancereuse qui est pl us pratique 
moans traumatisante (simple prelevement de sang chez le 
patient) et parfois meme plus fiable que les methodes 
connues impliquant le prelevement d'une biopsie. 
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RE VEND T r A T t nxT c 



1. Methode pour le diagnostic et/ou le suivi de Vevolu- 
lion de cancers covenant !• analyse de 1'acide desoxyri- 
bonuclexgue ,«,„) pte sent dans le plasma sanguin. 

Uon M t h<> l d . e a r 10 " ^ " Ve " ai " ti °" ' —Prenant !• extrac- 
tion de 1 ADH present dans le plasma sanguin, la purifica- 

tions ati °° ^ 1,ADH ' ^ 13 da .uta- 

tions geniques dans cet ADN. 

3. Methode selon la rev.ndication 2, dans laguelle on de 
tecte les stations on deletions d'oncogenej o„ Men les 
-utatrons ou deletions de genes suppr.sseurs de tumeu" ou 
encore les modifications genigues propres a 1'adh de IT 
lules cancereuses. 

4. Methode selon la revendication 3, dans laguelle la de- 
tect est appligue. a tout oncogene ou antioncc^ene ou 

as D e cc7„7 5 3 Si °" ^ tU " eUrS ' P " — »» 
teUites ° U enC ° re —*"<»"— Serosa: 

5. Methode selon l'une des revendications 2 a 4 , 
ouelle r« est amplify par reaction de la po ym^ e In 
chaine (ci-apres "PCR"). l«"ymerase en 

6. Methode selon l'une des revendications 2 a 5 dans 1. 
guelle la detection des mutations genigues est 'flit 
par hybridisation des produits par PC. le d, T 
Cligonucleotigues specif igues au» mutations " 
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7. Methode selon l'une des revendications 2 a 5, dans la- 
quelle la detection des mutations genigues est effectuee 
par amplification par PRC avec des amplimers specifies 
aux mutations ponctuelles. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern. al Application No 

PCT/IB 94/00414 



VpCLASSIFICATONOKSUBJI-CT MATTER 



Mmimum docur^on searched (creation rysKm flowed by ctoficaaon symbols) 
^^^^^ 



Electronic data base consulted during the intemauonal search (name of" 



data base and, where practical, search terms used) 



C, DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVA NT 

Category • | Citation of document, „th indication, where appropriate, of the relevant passages 

WO, A, 93 22456 (TRUSTEES OF DARMOUTH 
COLLEGE) 11 November 1993 
see the whole document 

?forV 4 871 838 (J-L.BOS ET AL.) 3 October 

1989 

see column 14, paragraph 2 - column 15, 
paragraph 1; claims 1-7 



Relevant to claim No. 

1-7 
6,7 



| | Pwther documents are listed in the continuation of box C. 



' Special categories of cited documents : 

'A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

E " ^ngek 0 ™™* 11 bUt pubUshcd on or ^ 'ntcmanonal 
L" document which may throw doubts on priority claimfs) or 
which is ated to establish the publication date or a^other 
citation or other special reason (as specified) 
"°* ^^^^"K to an oral disclosure, use, exhibition or 

P * *!2i?^ nt P ubhshcd vnor to the international filing date but 
later than the priority date claimed 8 



[X"| Patcm family members are listed in annex. 



Date of the actual completion of the international search 

22 March 1995 

Name and mailing address of the ISA 



Form PCT/ISA/210 (second then) (July 1992) 



^IT? Pushed after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 

'X* document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered novel or caW be^dered to 

^ _ involve an inventive step when the document is taEn i alone 

Y document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive ?SSt£ the 

22??i!f ^"Sf ^Hl 006 or mo " othe?Sch d«J 
rnente, *Kh combination being obvious to a person skilled 

document member of the same patent family 



Date of mailing of the international search report 



04.04,95 



Authorized officer 



Gurdjian, D 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Patent document 
«tcd in search report 



Publication 
date 



WO-A-9322456 11-11-93 



Patent family 
member(s) 



Intern; al Application No 

PCT/IB 94/00414 

Publication 
date 



US-A-4871838 03-10- 



CA-A- 2134552 11-11-93 



■89 



NONE 



PCT/ISA/210 (pitwt funily unex) (July 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Cltt"' C12Q1/68 W DE LA BEMANDE 



Sdon la clagificaUon international, fa brevets (C 1 B ) ou a ,» {oK 5e | 0 „ I, 



Dcmaj 'mcmaa'onale No 

PCT/IB 94/00414 



8. DO MA INKS 

Documentation mini male consul tee 



SOR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



^^uon^male consultee ( S> ^ c dc classificau on su.v, des symbol cs dc daymen " 



DocumentaUon consultee autre que la documcntauon nurumale dans la 



mcsure oti «s documents relevem d« domaines sur lesquels a porte la recherche 



um£) * ectron "J ue con «--*< ^u courts dc la recherche 



mtemaQonale (nom de la owe dc donnccs, et si ccla est realisable, termes de recherche" 



C. DOCUMENTS CONS1DERES COMME PERTINE NTS 



Identification des documents cites, avec, le cas echeani, Indication 



des passages peranents 



JfO'A.93 22456 (TRUSTEES OF DARMOUTH 
COLLEGE) 11 Novembre 1993 
voir le document en entier 

US, A, 4 871 838 (J.L.BOS ET AL.) 3 Octobre 

voir colonne 14, alinea 2 - colonne 15, 
alinea 1; revendications 1-7 



no. des revendications visees 



1-7 



6,7 



I I Voir Ia du cadrc C pour la fin de la liste des documents 
* Categories speciaies de documents cites: 

* A * SjJ'SS d * fmissanl •'*»• 8*n*ral de la technique, non 
considcrt comme particulierement pcronent 

E ' t™^rj' ma,S PUWl6 * U datC dc d *P* mtemaUonal 
L' document pouvant jeter un doute sur une revendicauon de 

pnonte ou cite pour determiner la date dc pSblicauw d^une 
^ autre atation ou pour une rason spcciale (telle ^indmirte) 

O documemsertfcrantauncdivulgaUonoraJe, aunusajte a 
une exposition ou tous autres moyens usage, a 

'P* document publie avant la date de depot international mais 
postcneurementaladatede pritrntireven^Se? 

Date a iaqueUe la recherche Internationale a etc effeeuvement achevee 

22 Mars 1995 

Nom et adresse postale de radrrunistrauon chargce de la recherche mtemattonale 

58,8 PatenUaan 2 

Tel. ( + 31*70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 



Formulaire PCT/ISA/2I0 (deuxieme feuitle) (juillet 1992) 



f)T) Lcs documents de families de brevets sont indiques < 

r '^Si^S P " b,i * U *"* de d *P° l international ou la 
date de pnonte et n appartenenam pas a I*etat de la 

2fu2!ii pcmnent * majs dw Pour comprendre 1c principe 
wilafteoneronsnaiantlabasedennvenrion pnnHpe 

* e^Sd^^^T'" 1 l*!? 10 "; Invention revendiquee ne peut 

document qui fait panic de la m eme famillc de brevets 
Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale" 

04.0495 

Fonctionnaire autorise 

Gurdjian, D 



